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[bookmark: _Toc59455288]ВВЕДЕНИЕ
Корма растительного происхождения, пораженные условно – патогенными грибами ухудшают качество кормов и снижают их питательность. Своевременная диагностика поражения кормов дает возможность предотвратить данные заболевания. Микозы, микотоксикозы, аллергии объединяются одним понятием – микопатии, которые в настоящее время являются одним из важнейших проблем современности. Из потенциальных «болезней будущего» микопатии у животных и человека превратились в актуальные «болезни настоящего». 
[bookmark: _GoBack]По литературным данным отмечается, что пораженность кормов плесневыми грибами остается серьезной проблемой. Так, по данным Продовольственной и сельскохозяйственной организации ООН, более 30% мирового сбора продовольственных и кормовых культур загрязнено микотоксинами (вторичные метаболисты плесневых грибов). 
Особо остро стоит вопрос загрязнения кормов растительного происхождения в Республике Хакасия.  Здоровье сельскохозяйственных животных и птицы, их воспроизводительная функция, продуктивность, биологическая ценность получаемых продуктов питания в значительной степени зависят от санитарного качества кормов, которое в свою очередь, определяется степенью их загрязнения условно – патогенными грибами. Так как животноводы Хакасии для кормления своих сельскохозяйственных животных используют в большей степени грубые корма местного происхождения. На территории Хакасии заготавливаются – сено, овес, пшеница, что составляет львиную долю употребляемых в корм сельскохозяйственным животным кормов на территории Аскизского района. Микроскопические грибы, очень широко распространены в природе. Их можно обнаружить на вегетирующих растениях и на кормах (свежеубранных, хранящихся длительное время, перезимовавших и т.д.), куда они попадают из почвы в период уборки и транспортировки, разносятся воздушными течениями и т.д.
Таким образом,  изучив пораженность грубых кормов  условно – патогенными грибами на территории Аскизского района, мы можем дать практические рекомендации  по скармливанию таких кормов,  владельцам сельскохозяйственных животных. 
Объект исследования: грубые корма-зерно пшеницы, сено, овес, комбикорм, солома.
Предмет исследования:  условно – патогенные грибы, поющие грубые корма в Аскизском районе. 
        Цель исследования: нашего исследования выявление списка видов поражающий   условно – патогенных грибов, процент зараженности  разных грубых кормов. 
Задачи: 
1. Изучить литературные источники по теме исследования.
2. Составить характеристику  условно – патогенных грибов поражающих  грубые корма на основе анализа литературы.
3. Провести опыты по выявлению списка рода  условно – патогенные грибы  в зерне пшеницы, сене, овсу, соломе, дробленке и гранулированном корме в нескольких населенных пунктах Аскизского района.
4. Дать практические рекомендации по использованию грубых кормов пораженных  условно – патогенными грибами.
Гипотеза: грубые корма скармливающиеся сельскохозяйственным животным в Аскизском районе поражены условно – патогенными грибами. 
Методы исследования: 
Теоретические методы: анализ и обобщение литературы по теме исследования.
Практические методы: микологический метод посевов на питательные среды, микроскопия.
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Грибы представляют обширную группу низших растений, к которым относятся разного строения организмы, не имеющие типичной для высших растений дифференцировки на стебель лист. В отличие от других представителей низших растений грибы, лишены хлорофилла, могут использовать для питания только готовые органические вещества (как сапрофиты или паразиты) и поэтому являются гетеротрофными организмами)[2]. 
Микотоксиозы – незаразные заболевания, возникающие при скармливании  животным кормов, пораженных токсическими грибами  [3].
При микотоксизах токсические грибы не развиваются в организме животных или человека, а отравление вызывают продукты метаболизма, образующиеся в грибах в период их жизнедеятельности и накапливающиеся в кормах[3].
Заболевания, возникающие на пастбищах, при поражении растительности паразитными грибами, а также и во время стойлового содержания животных при скармливании им пораженных грибами  период вегетации зерновых, технических и овощных культур, относятся к первой группе[4] .
На развитие и видовой состав грибов влияют питательный субстрат почвенно – климатические условия. Для роста отдельных видов грибов в определенные периоды развития необходима различная температура и влажность. 
Из патогенных и токсических, развивающихся при повышенной температуре, известны: Mucor pusillus, Lichtheimia corymbifera, Aspergillus fumigates, Aspergillus candidus, Aspergillus flavus.
Однако изменения видового состава грибов, происходящие под влиянием температуры, возможны только при повышенной влажности данного корма. 
        Имеющиеся в настоящее время данные позволяют  считать, что одни группы грибов распространены повсеместно, а другие могут развиваться лишь в южных зонах, где повышенная температура обеспечивает их существование.
Микрофлора свежеубранного сена или соломы более или менее постоянна. Она представлена преимущественно бактериями и незначительным количеством грибов – Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium, Trichothecium. В виде исключения встречаются виды Aspergillus и Penicillium. При загрязнении во время уборки грубых кормов, особенно сена, землей они заспоряются грибами рода Fusarium, Trichoderma, Aspergillus и Penicillium, Cladosporium. 
При повышенной влажности и при благоприятной температуре грибы начинают интенсивна развиваться. Влажность сена в пределах 17-17,5 %, по данным Н.М Пидопличко (1985), способствует размножению некоторых видов Alternaria, Penicillium, и др. а с повышением влажности наблюдается рост Penicillium, Cladosporium, Trichothecium, Mucorales и др.
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3.1 Отбор кормов.
Для своего исследования мы отобрали пробы из среднего образца корма,  который должен характеризовать состояние его в исследуемой партии. Отобранные пробы кормов, если они влажные, просушивают для предотвращения развития на них различной микрофлоры во время транспортировки и упаковывают. Пробы корма были отобраны в период 2019 года на территории Аскизского района. Были исследованы 25 проб – 5 зерна, 5 проб сена, 5 пробы овса, 5 пробы комбикорма,  5пробы соломы. Пробы корма были отобраны в населенных пунктах Аскизского района: с. Аскиз, с. Луговое, ст. Чертыковская, с. Бельтырское, с. Анхаков. В каждом населенном пункте были отобраны пробы грубого корма – по одной пробе:  зерна,  сена,   овса,   комбикорма,  соломы.  Сено было заготовлено на прилегающих полях к населенным пунктам. Солома была завезена с территории Бейского района. Овес закуплен в ООО «Овцевод» Аскизского района. Комбикорм закупался на кормовых базах Аскизского района, основной производитель Минусинский район и Алтайский край.
  Солома, сено. Корма для исследования берут из различных мест данной партии в количестве не менее 5 килограмм на каждые 25 тонн непрессованного и 50 тонн прессованного корма. По среднему образцу отбирают пробу для микологического исследования весом не менее 1 килограмма и упаковывают в бумагу.
  Зернофураж, комбикорм. Для микологического анализа берут пробу в количестве 1 килограмма, отбирают из различных мест, помещают в чистые банки с плотно закрывающимися пробками.
  Порядок исследования.
Пробы корма были отобраны на личных подвориях, исследованы в Аскизской  ветеринарной лаборатории.
 Образцы корма, поступившие в лабораторию, исследуют так:
1.Проводят – органолептический анализ, - определяют цвет, запах, наличие заплесневелых и паразитных грибов.
2.Микроскопическое исследование соскобов или смывов кормов.
3.Первичные посевы образцов кормов на питательные среды.
4.Выделение грибов в чистую культуру из первичных посевов.
5.Токсико – биологический анализ.
3.2 Выделение грибов из кормов
Выделение грибов из зерна.
Для выделения грибов из зерна их раскладываю  в чашки Петри на поверхности питательной среды по 10 штук таким образом, чтобы они не соприкасались друг с другом, стараясь не передвигать их, чтобы начало от зерен и рассматривающих при учете, как загрязнение.
Выделение грибов из комбикорма.
10 грамм комбикорма помещали в колбу со100 мл дистиллированной воды и хорошо встряхиваем. Из этой взвеси (1:100)готовим последующие разведения, следующим образом 1 мл взвеси и 9 мл воду и получаем взвесь 1:1000.
Посев проводили сразу же после приготовления взвесей, не давая ей, относятся, при этом 1 мл ее равномерно распространяют по всей поверхности питательной среды. Каждое разведение сеем на 5 чашек Петри.
Выделение грибов из сена и соломы.
Исследуемое сено ножницами нарезают кусочками длиной около 2 см  в стерильную чашку Петри. Нарезанный  корм стерильным пинцетом переносят на поверхность арака Чапека, так чтобы кусочки не соприкасались друг с другом. В 3 чашки Петри с агаризированной средой раскладывали по 10 кусочков сена.
Чашки Петри с посевами помещали в термостат завернутыми в стерильную бумагу и выдерживают при температуре 22º -25 º C  в течение 5-7 суток. Рост и спороношение большинства грибов становится заметным через 3 суток, однако, идентификация грибов требует больших сроков культивирования 5-7 суток. 
3.3 Микологическое исследование.
Сапрофитные грибы, поражающие корма в искусственных условиях растут и развиваются на многих питательных средах: синтетических и полусинтетических, жидких и твердых (агаровых, желатиновых); многочисленные природные субстраты являются прекрасной питательной средой для большинства сапрофитных грибов. 
Для дифференцировки видов и разновидностей в каждом отдельном случае используют специальные методы и приемы культивирования грибов.
Для своего исследования мы использовали среду Чапека.

Агар Чапека.
1.1 В состав агаризованной среды Чапека входят следующие компоненты: сахароза 30,0 г, натрий азотнокислый 3,0, калий фосфорнокислый однозамещенный 1,0, магний сернокислый 0,5,  калий хлористый 0,5, железо сернокислое закисное 0,01 г, вода дистиллированная 1000 мл., агар-агар 20-30г.
1.2 Для приготовления  агара Чапека берут 20-30г агар-агара, заливают его 1000 мл дистиллированной воды и вымачивают 2ч при комнатной температуре. Воду сливают и измеряют ее объем для определения количества воды, впитавшейся  агаром. Затем агар промывают 2-3 раза дистиллированной водой.  
Взвешивают остальные компоненты среды и растворяют в дистиллированной воде, которую берут в объеме, равному количеству агар-агара, после чего варят среду в автоклаве текучим паром в течение 1 часа.
Полученную среду фильтруют, разливают по пробиркам или колбам и стерилизуют в автоклаве при комнатной температуре 110 º – 112º С (под давлением 0,5 кгс/см² по показанию манометра) в течение 20 мин.
3.4 Первичное выделение грибов из кормов.
Первичное выделение грибов из кормов проводили путем посева их на питательную среду в чашку Петри – на агар Чапека. Для предупреждения загрязнения посевов посуда и инструменты должны быть стерильными. Стерилизацию чашек и пипеток проводили в сушильном шкафу при температуре 140 º -160 º C в течение 2 часов.
Перед посевом питательный агар расправляли в водяной бане, затем после охлаждения до 45º - 50º C, для подавления сопутствующей бактериальной флоры добавляли антибиотик (пенециллина  -  50 000  ЕД на литр среды).
Приготовленный агар в жидком виде разливали в стерильные чашки Петри и давали остыть на горизонтальной поверхности.
Чашка Петри с посевами помещали в термостат завернутыми в стерильную бумагу и выдерживают при температуре 22 º -25º C в течение 5-6 суток. Рост и спороношение большинства грибов становится заметным через 3 суток, однако, идентификация грибов требует больших сроков культивирования 5 – 7 суток.
Таблица № 1.
Цвет колоний при посеве на агаре Чапека при микологическом исследовании.
	Проба сена (место отбора)
	Цвет колонии (2-й день роста)
	Цвет колонии (5-й день роста)

	1. с. Луговое
	Белый
	Зеленый, розовый, белый, коричневый

	2. с. Аскиз
	Розовый
	Оранжевый, розовый, белый, серочерный, зеленый

	3. ст. Чертыковская.
	Белый
	Зеленый, розовый, коричневый, белый

	4. с. Бельтырское
	Розовый
	Зеленый, белый, розовый, серочерный

	5. с. Анхаков
	белый
	Зеленый, розовый, белый



Таблица № 2.
Цвет колоний при посеве на агаре Чапека при микологическом исследовании зерна.
	Проба сена (место отбора)
	Цвет колонии (2-й день роста)
	Цвет колонии (5-й день роста)

	1. с. Луговое
	Белый, желтый
	Белый, желтый, коричневый, розовый, зеленый

	2. с. Аскиз
	Белый
	Оранжевый, белый, желтый, коричневый, розовый

	3. ст. Чертыковская.
	Белый, зеленый
	Коричневый, белый, серый, зеленый, желтый

	4. с. Бельтырское
	Белый
	Черный, коричневый, зеленый, белый, желтый

	5. с. Анхаков
	белый
	Белый, коричневый, зеленый, розовый, желтый



Таблица № 3.
Размеры колоний при росте на агаре Чапека при микологическом исследовании сена (2-й день).



Таблица №4.

При нашем исследовании были  выявлены грибы рода: Mucor, Alternaria, Aspergillius fumigates, Fusarium, Trichothecium, Penicillium. 
Таким образом в процентном соотношении в 68% встречается Mucor в 56% Aiternaria в 12% Trichothecium и 16 % Penicillium., 16% Aspergillius fumigates, 12% Aspergillius niger, 20% Fusarium. Из выше изложенного следует самым распространенным грибом является Mucor.(Приложение №1).
Грибы рода Mucor встречаются на кормах: овес 4 пробы, комбикорм 3 пробы, пшеница 1проба, соломы 5 пробы, сено 4 пробы. (Приложение №2)
Грибы рода Alternaria встречаются на кормах: пшеница 3 проба, сено 4 пробы, солома 5 пробы, овес 3 пробы. (Приложение № 3).
Грибы рода Trichothecium встречаются на кормах: соломе 2 пробы и овсе 1 проба. (Приложение №4).
Грибы рода Aspergillius fumigatus встречаются на кормах: овсе 2 пробы и пшенице 2 пробы. (Приложение № 6).
Грибы рода Aspergillius niger, встречаются на кормах: овсе 2 пробы и сене 1 проба. (Приложение № 7).
Грибы рода Fusarium, встречаются на кормах: пшенице 5 проб и сене 1 проба. (Приложение № 8).
Все поступившие в 2019 году корма в лабораторию мы поделили на две  группы: корма поступившие осенью и корма поступившие зимой. Мы хотели последить зависимость поражения кормов грибами от времени года. В результате  получили, что и осенью и зимой встречаются грибы рода:  Mucor, Alternaria,  Aspergillius  fumigatus ,  Aspergillius niger,  Trichothecium,  Penicilium. Только гриб рода  Fusarium  встричается  зимой.
Таблица №5.
Грибы выявленные в пробах
	
	с.Аскиз
	с.Луговое
	с.Анхаково
	с.Бельтырское
	ст.Чертыковская

	Пшеница
	Aspergillius  fumigatius,
Fusarium
	Mucor,
Aspergillius  fumigatius,
Fusarium
	Alternaria,
Fusarium
	Alternaria
	Alternaria,
Fusarium

	Сено
	Mucor,
Alternaria,
Fusarium
	Mucor,
Alternaria,
Penicilium
	Mucor
	Alternaria,
Penicilium
	Mucor,
Alternaria,
Aspergillius niger

	Овес
	Mucor,
Alternaria,
Aspergillius niger
	Alternaria,
Aspergillius niger
	Mucor,
Trichothecium,
Aspergillius  fumigatius
	Mucor
	Mucor,
Alternaria,
Aspergillius  fumigatius

	Комбикорм
	Mucor
	Mucor,
Penicilium
	  ________
	Mucor,
Penicilium
	 _______

	Солома
	Mucor,
Alternaria
	Mucor,
Alternaria,
Trichothecium
	Mucor,
Alternaria,
Trichothecium
	Mucor,
Alternaria
	Mucor,
Alternaria
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1. При нашем исследовании были выявлены грибы рода: Mucor, Alternaria, Aspergillius fumigatus, Fusarium, Trichothecium, Penicilium. 
2. Таким образом, в процентном соотношении в 68% встречаются Mucor в 48% Aiternaria в 12% Trichothecium и 8% Penicillium., 12% Aspergillius   fumigatus, 8% Aspergillius niger, 8% Fusaium. Из выше изложенного следует самым распространенным грибом является Mucor.
3. В результате получили, что и осенью и зимой встечаются грибы рода:Mucor, Aiternaria, Aspergillius fumigatus , Trichothecium, Penicilium. Только гриб рода  Fusarium встречается зимой. Таким образом, мы не наблюдали зависимость распространения грибов от времени года.
Практические рекомендации
1. Грибы рода Mucor, Alternaria, Trichothecium, Penicilium являются не токсичными для животных. Пробы исследуемого корма пшеницы (с. Бельтырское), овса (с. Бельтырское), комбикорма (все населенные пункты), сена (с. Луговое, с. Анхаково, с. Бельтырское) и соломы (все населенные пункты) могут скармливаться без ограничений.
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ХАРАКТЕРИСТИКА РОДОВ ГРИБОВ, ПОЛУЧЕННЫХ ПРИ ИССЛЕДОВАНИИ
Род  Mucor
Гриб рода Mucor это класс низших грибов. В природе свыше 7000 видов Mucora. Растет на всех кормах в виде пушистого хорошо развитого мицелия. Пушистый от бежевого до темно-серого цвета. Растет при любых условиях хорошо образуют хламидоспоры. За счет хламидоспор переносит любую температуру. Строение гриба Mucor: ножка называется спорангиеносец заканчивается столбиком различной формы и различного размера в зависимости от вида.

[image: ]
Проба № 1. –пшеница. Увеличение Х 400
Род Alternaria
Гриб рода Alternaria класс высших грибов. Это условно- патогенный сапрофит. Растет во время хранения кормов. Строма бесцветная. При нашем исследовании на агаре Чапека это черные бархатистые колонии с небольшими белыми центрами. Под микроскопом мы наблюдали неправильной  формы конидии с поперечными перегородками, напоминающие гранату или лимонку
[image: ][image: Capture_00036]
Проба №4. –овес. Увеличение Х 400
Род Penicillium
Гриб рода Penicillium - класс высших грибов насчитывается свыше 800 видов Penicillium. Гриб хорошо растет абсолютно на всех кормах и на многих средах. При нашем исследовании на агаре Чапека это плотные слегка морщинистые колонии всех оттенков. Строма бывает от бесцветной до темно- красного цвета.
[image: ]
Рода  Aspergilliu.
Гриб  рода  Aspergillius  fumigatus  вызывает  заболевания  аспергиллез. 
Aspergillius относится к классу высших грибов. При нашем исследовании был выявлен гриб рода Aspergillius  fumigatus. На агаре Чапека наблюдался рост широко распространяющихся бархатистых колоний.
Мицелий у представителя  этого  рода  бесцветный  образует  шаровидные  склероции.  Конидиеносцы прямостоящие, большей частью не ветвящиеся с перегородками в нижней части.  Боковые  стенки  конидиеносцев  утолщены, бесцветные, гладкие  или  шероховатые. На конце конидиеносца находится конусовидное или грушевидное вздутием, несущие стеригмы. Стертигмы расположены радиально на поверхности всего   вздутия.
[image: Capture_00021][image: Capture_00026]
Увеличение Х 400. Проба № 2- сено.

 Размеры колоний при росте на агаре Чапека при микологическом исследовании  (5-й день)
с.Луговое	17	100	100	100	100	с.Аскиз	12	12	12	100	100	ст. Чертыковская	10	100	10	100	100	с. Бельтырское	15	100	12	7	100	с. Анхаков	5	100	10	100	100	№ пробы
Ширина,мм
Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	20	80	80	60	100	Виды корма

Соотношение в,%


Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	60	80	60	0	100	Виды корма

Соотношение в ,%


Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	0	0	20	0	40	Виды кормов

Соотношение в,%


Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	0	20	0	40	0	Виды кормов
Соотношение в,%

Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	20	0	20	0	0	Виды кормов

Соотношение в,%


Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	0	20	40	0	0	Виды кормов

Соотношение в,%


Ряд 1	Пшеница	 Сено	Овес	Комбикорм	Солома	40	20	0	0	0	Виды кормов
Соотношение в,%

 Размеры колоний при росте на агаре Чапека при микологическом исследовании (2-й день)
с.Луговое	3	7	6	5	7	с.Аскиз	5	9	3	5	6	ст. Чертыковская	6	5	5	3	5	с. Бельтырское	4	4	7	6	4	с. Анхаков	5	5	6	5	5	№ пробы
Ширина,мм

 Размеры колоний при росте на агаре Чапека при микологическом исследовании  (3-й день)
с.Луговое	100	5	3	7	8	с.Аскиз	8	7	5	6	7	ст. Чертыковская	7	12	3	5	3	с. Бельтырское	15	10	4	3	5	с. Анхаков	5	5	2	5	4	№ пробы
Ширина,мм
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